© r£publique franqaise 

institut national 
de la propriete industrielle 



PARIS 



(m)n o de publication : 

{k n'utiliser que pour les 
commandes de reproduction) 

N° d'enregistrement national : 

(5l) Int CI 8 : C 07 C 69/734, 69/732, 69/618 



2 736 354 
95 08213 



C12) 



DEMANDE DE BREVET D'INVENTION 



A1 



2) Date de depot : 03.07.95. 
(53) Prlorite : 



W3) Date de la mise a disposition du public de la 
demande : 10.01.97 Bulletin 97/02. 

(§6) Llste des documents cites dans le rapport de 
recherche prelimlnalre : Se reporter £ la fin du 
present fascicule. 

(go) References a d'autres documents nationaux 
apparentes : 



(n) Demandeur(s) : PROSPECTION DE LA FILIERE 
w LIPIDES ASSOCIATION LOI DE 1901 — FR. 



(?2) lnventeur(s) : YVERGNAUX FLORENT, FORVEILLE 
w MAYLIS et CALLEGARI JEAN PIERRE. 



(73)Tftulalre(s) : 



@ Mandatalre : REGIMBEAU. 



4} PROCEDE DE SYNTHESE ENZYMATIQUE D' ESTERS DE L'ACIDE CINNAMIQUE ET DE SES DERIVES. 

fe7) L'invention concerne un procede de synthese d'esters correspondant en presence d'une lipase agissant comme 

aeTormule: carboxylesterase. 

^ II peut etre mis en oeuvre en contlnu, avec recyclage de 

^ la lipase. 




dans laquelle: 

- R,, R 2 , R a , R et R 5 sont choisis independamment de 
I'autre parmi: H, OH, un halogene, notamment le fluor, un 
groupe ether, notamment methyllque ou ethylique, ou une 
chaine carbonee substitute ou non; 

- R' est une chaine carbonee lineaire ou,ramifiee, insatu- 
ree ou non, pouvant porter un noyau aromatique, 

II conslste a falre reaglr directement I'aclde sur I'alcool 
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PROCEDE DE SYNTHESE ENZYMATIQUE D' ESTERS DE L'ACIDE 
CINNAMIQUE ET DE SES DERIVES 

La pr&ente invention conceme un proc&Je" de synthase enzymatique 
d 'esters de 1'acide cinnamique et de ses derives. 

Ces composes, deja connus, presentent un grand interet car ils sont utilises 
dans de nombreux secteurs industriels. 

En particulier, ils sont employes dans le domaine de la cosmltique. A titre 
d'exemple, certains esters de 1'acide 4-m^thoxycinnamique sont employes com me filtres 
contre les rayonnements UV dans les crfemes sol aires. 

II s'agit d'esters de formule (I) : 



10 




(I): 

15 MeO 
Ainsi, on peut citer : 



20 - le 4-m6thoxycinnamate d'isopentyle pour lequel : 

R = - CH 2 - CH 2 - CH (CH 3 ) 2 

- et le 4-mdthoxycinnamate d'£thyle-2-hexyle pour lequel : 
R = - CH 2 - CH - CH 2 - CH 2 - CH 2 - CH 3 



25 



C 2 H 5 



Pour ces deux molecules, la conjugaison des insaturations conduit 
respectivement k un maximum d'absorption & 308nm et 310nm et les concentrations 
30 usuelles de ces produits dans les preparations varient de 4 & 8 %. (Actifs et additifs en 
cosm6tologie p!85 t Editions Lavoisier, technique et documentation, 1992). 

Dans la mgme catdgorie de molecules on peut aussi citer le cinoxate (Merck 
index, 1 lfeme Edition, 1989, p360), pour lequel : 



2736354 



2 

R= - CH 2 - CH 2 - O - CH 2 - CH 3 

Ces composes sont dgalement utilises dans le domaine de la parfumerie. 
Ainsi, des esters de Pacide cinnamique (de formule g£n£rale (II) ci- 
5 dessous) sont pour plusieurs d'entre eux, des produits naturels utilises pour leurs odeurs 
fruitfes. (Merck index 1 Ifeme Edition, 1989, p358 et 359). 



10 



(II): 




15 

Par ailleurs, ce type de molecules possfede des propri£t£s varices. Ainsi, 
les esters derives d'acide caffdique (acide 3, 4-dihydroxycinnamique) ou d'acide 
fdrulique (acide 4-hydroxy-3-m6thoxycinnamique) entrent dans la categorie des 
antioxydants (Oleagineux Corps gras Lipides, 1994, 1, 131). 
20 Jusqu'i present, les preparations de composes de ce type faisaient 

intervenir au moins une Itape chimique ce qui est trfes limitatif pour un certain nombre 
d'utilisations. 

En effet, la tendance actuelle, notamment dans le domaine des cosmdti- 
ques, est de synth&iser des produits par voie naturelle, c'est-&-dire sans utilisation de 
25 solvant et/ou de catalyseurs toxiques. 

La preparation de ces esters est 6galement envisageable par transestdriri ca- 
tion enzymatique. Ainsi Riva et son 6quipe (J. Org. Chem., 1990, 55, 2366) ont obtenu 
le c inn am ate de chloramphenicol <t parti r du cinnamate de trifluro^thanol. Cependant, 
l'utilisation de cette technique n&essite dgalement de synth&iser de fa?on chimique, dans 
30 un premier temps, 1 'ester halog£n6 pour activer la fonction acide. M6me si cette technique 
est intdressante, elle reste n&mmoins lourde et coOteuse & mettre en oeuvre 4 P£chelle 
industrielle. En effet, les derives halog£n£s et en particulier fluords sont trfes onSreux. 

La pr£sente invention vise k fournir une technique permettant de synth&i- 
ser, & moindre coOt, lesdits esters par une voie dite "naturelle". 
35 Ainsi, il s'agit d'un proc&te de synthase d'esters de formule : 

■ • <j , >.*. . * 

> , ■• ' ' ■ 



5 
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dans laquelle : 

10 - R i , R2, R3, R4 et R5 sont choisis indgpendamment de I'autre parmi : H, 

OH, un halogfene, notamment le fluor, un groupe £ther, notamment m&hylique ou 
dthylique, ou une chaine carbon6e substitute ou non ; 

- R' est une chatne carbon^e lindaire ou ramiftee, insatur^e ou non, 
pouvant porter un noyau aromatique, 

IS qui consiste & faire r£agir directement un acide de formule : 



O 



20 




R 4 

25 

avec un alcool R'OH, 

oh Ri, R2, R3, R4, R5 et R' ont le meme sens que celui donn<5 plus haut, en presence 
d'une lipase agissant oomme carboxylesterase. 



30 Cette m&hodologie permet d'aboutir de fa9on trte simple et efficace aux 

esters cinnamiques et k leurs d6ri\6s. 

Selon d'autres caract^ristiques avantageuses mais non limitatives de ce 

proc£d£ ; 

- Tenzyme est la Novozym 435 (marque d£pos£e) ; 
35 - 1' alcool est mis en excfes par rapport audit acide, (e surplus 6tant alors 

recycle ; 



••V*' "-'-.If' .i. 
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on realise la reaction k une temperature comprise entre 25 et 80°C ; 
• on realise la reaction k environ 60 - 70°C, de preference k environ 65°C ; 
Penzyme est employee k raison d'environ lk3 grammes par 10 mMoles 



d' acide ; 



5 - k Pissue de la synthase, on recycle ladite enzyme ; 

- Ri = R2 = R4 = R5 = H, tandis que R 3 = MeO et R' est un groupe 
ethyle-2-hexyle de sorte qu'on synthetise le 4-methoxycinnamate d'ethyle-2-hexyle ; 

- Ri k R5 sont H tandis que R' est un groupe cinnamyle, de sorte qu'on 
synthase le cinnamate de cinnamyle ; 

10 - Ri = R2 = R5 = H, tandis que R 3 = R 4 = OH et R' est un groupe 

citronellyle, de sorte qu f on synthase le caffdate de citronellyle. 

Cette technique est utilisable sans solvant, ce qui est crucial pour une 
utilisation k grande echelle. L'alcool reactif mis dans un certain excfcs remplit ce rdle. 
Toutefois, dans quelques cas, Tadjonction d'un solvant permet n&mmoins k la reaction 
15 de se derouler dans de meilleures conditions. Celui-ci sera alors recycle comme l'alcool 
reactionnel par distillation. 

L* ester forme est purifie en general par distillation. Dans certains cas, 
celui-ci seracristallise ou chromatographic sur une courte colonne de silice. 

Un point trfcs important de cette reaction enzymatique est qu'elle conduit 
20 aux composes naturels (lorsque ces molecules existent) et non plus k des composes 
"identique nature", c*est-&-dire des composes identtques k des produits naturels mais 
obtenus par voie chimique. Ceci va dans le sens de la legislation europeenne recente en la 
mature. 

L'activite de synthase d'ester de Fenzyme est exprimee en Unites de 
25 Laurate de Ptapyle par gramme (PLU/g), ci-aprfcs d6nomm6es en abrege par la lettre "U". 

La determination de cette activity comme cela est bien connu, est basee sur 
un essai de synthase d* ester avec les param&res suivants : 

- substrate : propanol-1, acide laurique ; 

- temperature : 60° C ; 
30 - duree : 15 minutes. 

La formation d' ester est calcuiee en se basant sur les valeurs d' acide du 
melange de reaction mesurees avant et aprfes r incubation. Les valeurs d* acide sont 
determinees par titrage. 

L' enzyme NOVOZYM 435 est une enzyme commercial i see par la societe 
35 NOVO NORDISK, constituee d'une preparation immobilisee de lipase thermostable. Hie 
est fabriquee selon une technique dite de FADN recombinant. Le gfinc codant pour la 

■ '» ft ■ ' '•■» " • ■ 
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lipase a 6t6 transferee (Tune source de Candida antartica dans un organisme receveur, k 
savoir Aspergillus oiyzae. 

Mlthodologie glnlrale pour la synthase dusters d'acide 
5 cinnamique et derives. 

10 mMoles d'acide sont mis en solution dans 1 k 15 Equivalents d'alcool. 
Dans certains cas, Tadjonction de quelques ml de solvants sera n&essaire ; celui-ci sera 
pr€f£rentiellement un hydrocarbure satur£ tel que Thexane ou Tisooctane. 1 gramme 
(7000 Unites) k 3 grammes (21000 Unites) d' enzyme Novozym 435 (marque d£pos&), 

10 disponible chez NOVO NORDISK, sont ajout£s selon le cas et la temperature du milieu 
rdactionnel est port£e k 60-65°C. La reaction est suivie par chromatographic analytique 
sur couches minces (plaques MERCK en aluminium recouvertes de gel de si lice 60 F 254 
d'lpaisseur 0,2 mm). Les agents de rdvdlation sont la lumifere UV 325 nm ou une 
solution 6thanolique d'anisaldfihyde (disponible aupr&s de la soci&6 FLUKA). Lorsque 

15 Pacide est totalement consomm£ (entre 8 et 30 heures en g£n6ral), la reaction est stopple 
en filtrant sous vide Tenzyme sur un veire frittd de porositd 2. L'enzyme peut 6tre rinc£e 
par deux fois 50ml dither di&hylique. De cette manifere, Tenzyme est recyclfie. Le milieu 
rdactionnel est alors distilld pour obtenir Tester purifid. L'alcooL r€cup6v6 est ensuite 
recycle. Dans certains cas v aprfcs distillation de l'alcool, une flash chromatographic sur 

20 colonne de silice peut fitre n^cessaire pour purifier Tester synth£tts£ ; c'est le cas 
notamment des esters k haut point d'£bullition. 

Le tableau I ci-dessous donne, pour 10 mMoles d'acide et 15 Equivalents 
d'alcool, le rendement de la reaction g6n6ralement obtenu, en f one t ion de la quantity 
d*enzyme. 

25 

TABLEAU I 



30 



ESSAI N° 


Qantite* enzyme 


Temps de reaction 


Rendement 


1 


0,25g = 1750 U 


48h 


40% 


2 


0,50g = 3500 U 


48h 


77% 


3 


0,75g = 5250 U 


48h 


85% 


4 


l,20g = 8400 U 


48h 


98% 


5 

n- 


3.00g = 21000 U 


48h 


98% 
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6 




9 » 1 < 1 ' i ■ 1 

0 12 3 4 

10 quantity d'enzyme 

(g pour 10 mMoles 
d'actde) 

Une certaine quantity d'enzyme, h savoir au moins l,2g pour lOmMoles 
15 d'acide, est done souhai table pour synttetiser Pester avec un rendement optimal pour le 
temps d£fini. 

TABLEAU II : Etude du rendement en fonction du recyclage de V enzyme 
Quantity d'acide : lOmMoles ; quantity d'aloool = 15 Equivalents. 

20 



ESSAI N° 


Quantity enzyme 


Temps de reaction 


Rendement 


1 


14000 U 


48h 


98% 


2 


Ierrecyclage 


48h 


95% 


3 


2eme recyclage 


48h 


95% 


4 


3eme recyclage 


48 h 


96% 


5 


4eme recyclage 


48h 


98% 


6 


56 me recyclage 


48h 


95% 


7 


6eme recyclage 


48h 


95% 


8 


7eme recyclage 


48h 


96% 


9 


86 me recyclage 


48h 


97% 


10 


9eme recyclage 


48h 


96% 
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1 5 Selon cctte technique, le recyclage de cette enzyme est trts facile et conduit 

apris 10 experiences k un r&ultat sensiblement identique k celui obtenu k la premifcre. 
L' utilisation de cette enzyme est done particuliferement efficace pour une application k 
Fdchelle industnelle et notamment pour une application du proc&te en continu. 

20 Exemple 1 : 

Preparation du 4-m&hoxycinnamate d*6thyle-2-hexyle 



O 



25 




l,781g (lOmMoles) d'acide 4-m6thoxycinnamique (disponibles chez 
30 FLUKA) sont mis en solution dans 23,53ml (soit 19,534g, e'est-^-dire 150mMoles ou 
15 Equivalents) de 2-6thyl-l-hexanol. l,2g d'enzyme Novozym 435 (marque d6pos6e) de 
chez NOVO NORDISK (8400 U) sont ajoutfe et la temperature du milieu rdactionnel est 
portde k 65°C. La reaction est suivie par chromatographic analytique sur couches minces 
(plaques MERCK en aluminium recouvertes de gel de silice 60 F 254 d'lpaisseur 0,2 
35 mm). Les agents de rdv&ation sont la lumifcre UV 325 nm ou une solution Ithanolique 
d'anisald^hyde (disponible chez FLUKA). Lorsque Tacide a disparu (16 heures) la 
reaction est stoppfe en filtrant sous vide (22mBars) Tenzyme sur un verre frittd de 
porosis 2. (L'enzyme peut etre rincfe par deux fois 50ml d'dther dtethylique). Le milieu 
r£actionnel est alors distill^ k 85° C sous 22mBars et 1'alcool qui n'a pas rdagi est 
40 r6cup6r6. L'ester est ainsi purifte. 

Bien que cette molecule soit connue en soi, nous rappelons ci-dessous les 
principal es caract&istiques spectroscopiques obtenues : 

- Rendement : 98 % ; 

- Masse mol&ulaire : 290,406 ; 
45 - huile jaune tits pSle ; 

- Rf = 0,56 (&her di6thylique/hexane, 50/50) ; 
-UV:Xmax = 310nm; 

- Analyse par R£sonnance Magndtiquc Nucl&ure : RMN l H (400 MHz ; 
CDC1 3 ; 6) : 7,63 (d ; 1H |H 2 , J1.2 = 15,9Hz) ; 7,47 (m ; 2H ; H4 et H 8 ) ; 6,90 (m ; 
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2H ; H 5 et H 7 ) ; 631 (d ; 1H ; H x ; J 12 = 15,9 Hz) ; 4,10 (m ; 1H ; H r ) ; 3,83 (s ; 3H ; 
OCFb) ; 1,64 k 131 (m ; 9H ; H r H 3 -, H4'H 5 - et H r ); 0,94 k 0,88 (m ; 6H ; H 6 - et 
H 2 -)- 

- Spcctromdtrie de masse : (ionisation chimique, NH 3 , m/z, intensity 
5 relative) : [M + NfV] : 308 (26) ; [M + H+] : 291 ( 100) ; 178 (22) ; 161 ( 16). 



Exemplc 2 : 

Preparation du cinnamate de cinnamyie de formule : 



10 




15 

On met en solution l,481g (lOmMoles) d'acide cinnamique (disponible 
auprfcs de la societe FLUKA) k 60°C dans 13,418g (lOQmMoIes, soit 10 equivalents) 
d'alcool cinnamique. l,2g d'enzyme Novozym 435 (marque deposde) disponible auprfes 
de la societe danoise NOVO NORDISK, soit 8400 U sont ajoutes et la temperature du 

20 milieu r^actionnel est port£e k 65°C. La reaction est suivie par chromatographic anal yti que 
sur couches minces (plaques MERCK en aluminium recouvertes de gel de silice 60 F 254 
d'€paisseur 0,2 mm). Les agents de relation sont la lumi&re UV de longueur d'onde 
Igale k 325 nm ou une solution dthanolique d'anisaldehyde (FLUKA). Lorsque l'acide a 
disparu, soit environ apr&s 16 heures, la reaction est stopple en filtrant sous vide 

25 (22mBars) Tenzyme sur un verre fritte de porosis 2. 

Facultativement, 1 'enzyme peut fitre rinc6e par deux fois avec 50 ml d'ether 

diethylique. 

L'ester est alors purifie par distillation sous vide (3mBars) ou par 
flashchromatographie sur une colonne de silice (granulomere 0,040 k 0,063 mm) 
30 (MERCK) (eiuant : ether diethylique / ether de petiole 10 / 90 puis 20 / 80). Le filtrat est 
contrdie par chromatographic sur couche mince. Le solvant est alors eiimine sous vide. II 
est ainsi recueilli 2,59g d 'ester, qui presente les caracteristiques suivantes : 

- Rendement 98 %. 

- Masse moieculaire : 264327 

35 - Rf = 0,77 (ether diethylique / hexane 50 / 50) 
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- Spectrom&rie de masse : (ionisation chimique, NH3, m/z, intensity 
relative) : [M + NtV] : 282 (100) : [M + H+]: 265 (16). 



5 



Exemple 3 : 

Preparation du caffeate de citronellyle, de formule : 



10 




< 



15 



On met en solution 1,80 g (10 mMoles) d'acide caffEique (disponible 



auprEs de la sociEtE FLUKA) dans 20 ml de dimEtylformamide k 60°C, avec 3,12g 
(20 mMoles, 2 Equivalents) de (+,-)-p-citronelIol. l,2g d'enzyme Novozym 435 (marque 
dEposEe) de chez NOVO NORDISK, soit 8400 U sont ajoutEs et la temperature du milieu 

20 rEactionnel est portEe k 65°C. La reaction est suivie par chromatographic analytique sur 
couches minces (plaques MERCK en aluminium recouvertes de gel de silice 60 F 254 
d'Epaisseur 0,2 mm). Les agents de rEvElation sont la lumi&re UV 325 nm ou une 
solution Ethanolique d'anisaldEhyde (de chez FLUKA) et lorsque Facide a disparu (46 
heures) la reaction est stoppEe en filtrant sous vide (22mBars) Fenzyme sur un verre frittE 

25 de porosity 2. L'enzyme peut alors Stre rincEe par deux fois 50ml dither diEtylique. Le 
solvant est EliminE par distillation sous vide. L'ester est puriRE par flashchromatographie 
sur colonne de silice (granulomEtrie 0,040 k 0,063 mm) (MERCK) (Eluant : Ether 
diEthylique / Ether de pEtrole 10 / 90 puis 20 / 80). Le filtrat est contrSIE par chromatogra- 
phie sur couche mince. Le solvant de chromatographic est EliminE par distillation k 

30 pression rEduite . II est ainsi recueilli 1,7 lg d 'ester, de caractEristiques suivantes : 



- Rendement 54 %. 



- Masse molEculaire : 318,416 

- Rf = 0,18 (Ether diEthylique : hexane 50 / 50) 



35 



RMNtH (400 MHz ; CDC1 3 ; 6) : 7,57 (d ; 1H ; H 2 , Ji, 2 = 15,9 Hz) ; 
7,1 1 k 6,84 (m ; 5H ; H 4 > H 7 . Hg et 2 OH) ; 6,24 (d ; 1H ; H x ; J 1(2 = 15,9 Hz) ; 5,08 
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10 

(t ; 1H ; H 6 - ; J 5 . 6 . = 7,0 Hz) ; 4,26 a 4,21 (m ; 2H ; H r ) ; 2,01 a 1,96 (m ; 2H ; H 5 ) ; 
1,75 k 1,50 (m ; 3H ; H 3 - et H4 ); 1,67 et 1,59 (2s ; 6H ; H 8 - et H 9 ) ; 1,35 k 1,18 (m ; 
2H;H 2 );0,93(S;3H;H 10 ). 

Spectrom&rie de masse : (ionisation chimique, NH 3 , m/z, intensity 

relative) : 

[M + NH 4 + ] : 336 (45) ; [M + H+) : 319 (100) ; 181 (23) ; 179 (49) ; 163 

(92). 
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REVINDICATIONS 



1 . Proc&te de synthase d'esters de formule : 




dans laquelle : 

15 - R ! , R 2 , R3, R4 et R 5 sont choisis indgpendamment de Tautre parmi : H, 

OH f un halogfene, notamment le fluor, un groupe dther, notamment m&hylique ou 
Ithylique, ou une chafne carbonde substitute ou non ; 

- R* est une chaine carbon6e lingaire ou ramifile, insaturde ou non, 
pouvant porter un noyau aromatique, 

20 qui consiste & faire rdagir directement un acide de formule : 



O 



25 




30 

avec un alcool R'OH, 

oil Ri, R2, R3, R4, R5 et R' ont le meme sens que celui donnd plus haut, en presence 
d'une lipase agissant comme carboxylesterase. 

2 . Proc6d6 selon la revendication 1, caract£ris£ en ce que 1'enzyme est la 
35 Novozym 435 (marque ddposSe). 
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3 . Ptoc&te selon la revendication 1 ou 2, caract£ris6 en ce que ledit aloool 
est mis en excfes par rapport audit acide, le surplus 6tant alors recycle 

4 . Proc6d6 selon Tune des revendications 14 3, caractdris6 en ce qu f on 
realise la reaction 4 une temperature comprise entre 25 et 80°C. 



reaction 4 environ 60 - 70°C, de pr£terence 4 65°C. 

6 . Procddd selon Fune des revendications 14 5, caract6ris6 en ce que 
ladite enzyme est employee k raison d'environ 143 grammes par 10 mMoles d'acide. 

7 . Proc&te selon Tune des revendications 1 a 6, caractlrisd en ce qu'il est 
10 r£alis6 en continu et en ce qu'on recycle ladite enzyme. 

8 . Pmo6d€ selon Tune des revendications 147, caract6ris6 en ce que Ri = 
R 2 = R4 = R 5 = H, tandis que R 3 = MeO et R' est un groupe 6thyIe-2-hexyle de sorte 
qu'on synthase le 4-methoxycinnamate d'6thy!e-2-hexyle. 

9 . Proc6d6 selon Tune des revendications 147, caract6ris6 en ce que R i 4 
15 R5 sont H tandis que R* est un groupe cinnamyle, de sorte qu'on synthdtise le cinnamate 

de cinnamyle. 

1 0 . Proc&te selon la revendication 147, caract£risl en ce que Ri = R2 = 
R 5 = H, tandis que R 3 = R 4 = OH et R' est un groupe citronellyle, de sorte qu'on 
synthase le caff date de citronellyle. 



5 



5 . Proc&te selon la revendication 3, caract£ris£ en ce qu'on realise la 
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